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@Resumen: j* u. 

Procedimiento de despohmenzacion quimica de he- 
parina caracterizado porque se someten a una 
Teaccion de i-eliminacion unos denvados de hepa- 
rina en los que $e ha sustituido parcialmente grupos 
carboxilato por grupos anhi'drido. Dicha jja«ion 
K efectua en un nr^edio ofgamco como la N-mett^ 
2-plrrolidona por la accion de una base dt\ tipo 
hidroxldo de anfionio cuaternarto. Se obtienen de 
este modo unas fracciones de oligosacandos que ofre- 
cen ciertas mejorasde las propiedades farnnacologicas 
con respecto a otras fracciones conoctdas y que son 
utiles en el tratamiento de los trastornos troml>o- 
embolicos. 
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DESCRIPCION 

Procedimiento de obtencion dc fraccionea de oligoeacaridoe por despolimerizacion quimic* de hepa. 
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EI objeto de esta invencion es un procedimiento de despoUmcrizacion qu.'mica de hcDarina nar« ^Kt^ 
ner fraccK>nes dc ohgoeacaridoe litiJes en la prevencion y tratamiento de I^a^ Uomb^is ^ 

Estado de la t^cnica 

ant™.gu..„t«y «,t..romb6t.cas »„ bi.n co„ccid„ y « .™plia™„.e utiU^aJ. co^ tSTiS di^S 
„„iii •"P"!?". PO' via parenletal, subcutineamente en la mayona de lo> caMa v 

pesos moleculares, composicion quimica y metodo de obtcDcion ««P«»»«e° d« distnbucion de 

Explicaci6n de la invencidD 

^rrrSr"'"'"'' ° ''-P'^™'"'. d«Polimeri.ado sin necesidad' de 1."^^':^ ef -Stm^ 
«> T.nl*^n*,.f * »«'"P"«»'>ra atnbiente. se anade el cloruro de acido o el cloroformiato de alauilo 
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metanol. 

T . «^««rrinn« relalivas de aKcnte acilante (cloruro de acido o clorofonniato dc alquilo) y de agente 
de pesoe moleculares de la mezcla final. 
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producido U ruptura del enlace glicosidtco en la reaccion de p 
enlace. 

Siendo la estructura de la heparina: 
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M+ = H, Cation alcalino, o 

alcalino terreo 
R, = H, SO3-M+ 



Los productos de la presente invencion pueden estar en forma de ™'^L™ ^'a 
o al^TiLurreos o en forma de acido libre. y mas preferentemente en forma de sal sodica. 

Son esDecialmente interesantes aquellas fracciones oblenidas por el procedimiento de ^^a invencion 
Son <»P«*= alredcdor de 2500 o 4000 Daltons que corresponden a lo que se denomman 

hTari^rultt^B"^ de Bajo Peso Molecular, respectivamente. 

he^rragia, en comparacion con la heparina y con otras heparmas de Bajo Peso Molecular. 

Dicha fraccion segun la invencbn, o sea la denominada BF611 U^^^^^ 
3800-4200 Daltons y una polidispersion muy baja (Pd=l,24±0,01) con un porcenwje ac 
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^^0001"!!%.""^ ° - ' "° P<>«*ntaje de fr«cion» de p«o molecule inferior 

SujfrincipJes caruteruticas bioqui'miciu expresadas como: actividad anti factor X activado f.X.l 
^f^l-^ "AL".'?! ' L?'!.':.'^" y Tien,po Parcial d. Tromboplaatina Ac^^v^la" Um^f^l' 



(calcuiadoB 8obre base anhidra): 
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aXa: 111 ± 10% Ul/mg 
alia: 21 ± 10% Ul/mg 
APTT: 23 ± 10% Ul/mg 



y dan lugar a unas relaciones: 



la^^ 
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que son el indicativo de una mayor actividad antitrombotica frente al efccto aobre la coaaulacion v 
con»ecuente nesgo bemorragico. En efecto se ha determinado la eficacia antitromWtTca de^a 
frente a una hepar.na de Bajo Peso Molecular comercial (FRAXIPARINe e„Tn modelo 

Tg^r Mavo'l99^^^ ' Jiternational Congr^eSI>n T^roiToet VZen^" 

19-23. Mayo 1992. C. Bevilacqua y col) con lo6 siguientes resultados (tabla I): " riorcnce. 

Tabia 1 

Enaayo comparaiivo de eficacia antitrombotica 
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Do6is 
mg/kg 


N" Animales ocluidoe/ 
N' Animales tratados 


Tiempo hasta 
ociusion 
antes despues 
Tratamiento (min) 


CTIO 


BFSli 










1,5 


3/6 


9 


39 


10 


3,0 


0/6 


10 


> 60 


11,5 


6,0 


0/7 


10 


> 60 


16 


CYSI6 










3 


5/9 


8 


34 


23 


6 


2/9 


7 


51 


>24 



CY216:FRAXIPARIN® 
CTIO: 



50 Concentracion de Trombina necesaria para coagular el plasma cn 10 seg ex vivo . 

AsimbnrK, se ha determinado el potcncial efeclo hemorragico de la fraccion BFeil comparado con 

?kmnL T "^^■'"l*' i despues de la trans«:«^n la <Sa 

(Template Bleedmg Time), obteniendose los siguientes resultadoe: nuaccion wiai ae la cola 
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Tabla 2 
Tiempo dt sangn'a 
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Dosia / (mg/kg) 
Control 




t/segundos 
127 
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heparina 
BF611 


1 
1 


248 
189 


15 


heparina 
BF611 


2 
2 


575 
224 




heparina 
BF611 


3 
3 


544 
222 


20 


heparina 
BF6n 


5 
5 


600 
474 



La mayor biodiaponibilidad por via subcuUnea se ha «tudiado en el conejo y ™ el voluntario «no. 
resuUando «t Taibos caws superior al 90%, cuando la hepacna do supe.a el 25%. 

lo« oroductcB de la presents invention pueden ser administtad<« para el Iratamiento y 

y si se pretendc una profilaxis o una terapia de la misma. 
Ejemplos: 

35 

Ejemplo 1 

cuyas caracteristicas son: 
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H.P.L.a (Columna TSK-PROGEL{SliPELCO). flujo de 0,5 mi/min de disolucion de NaCI 0.1 N 
estabilizado con azida sodica. 



55 Mw (peso molecular medio) = 4036 
Pd (Polidispersion) = 1,23 
% > 7500 = 7,1 
% < 1500 = 0,9 

60 Anii'Xa 1 17 sobre base anhidra. (Metodo amidohtico con plasma humano). 

APTT : 24,5 sobie base anhidra.(Metodo coagulometrico con plasma humanoj 
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IR (KBr) 

Entre 3800 y 3000 cm"* /Tensionca O^H y N-H 
Entre 2990 y 2870 cm" 7 Tensioncs C-H aUfaticas. 
1640 cm-* / Tension CO de COO-Na+ 
1430 cm -7 Flexiones C-H alifaticas 
1230 cm- 7 Tenaiones C-O 



^B^RMN (D2O/ 6CPCJ(5O0 MBZ) 

6 = 5,98 ppm/ d. (J = 0,5 Hz)/ H-4 en unidad terminal. 

Entre 6 = 5.59 ppm y ^ = 5,39 ppm/ senal compleja/ H-l de GlcN (Glucosamina) 
Entrc 6 == 5,22 ppm y 6 = 5,16 ppm/ senal compleja/ H-l de IdoA (Acido Iduron co) 
6 = 2,20 ppm /s. / CH3-CO-NH. ™n.co;. 

" de i^i/^^*^'*^" integrales entre las senales correspondientea a H-l de IdoA y GlcN es aproximadamente 



13/ 
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C-RMN (£hO/ 6ff>C)(10S MNZ) 
6~ 174,9 ppm / C6 de unidades de uronico. 
6= 169,5 ppm / C6 de unidad terminal. 
6~ 146,5 ppm / C5 de unidad terminal. 
8- 106,3 ppm / C4 de unidad terminal. 
6= 99,6 ppm/ C-1 de IdoA 
25 Entre 6 = 97,8 y = 97,3 ppm/ C-1 de GlcN 
Entre 6 = 70,1 y = 69,2 ppm /C-6 de GlcN 
Entrc 6 = 58,4 y 6- 58,1 ppm /C-2 de GkN 
6 = 22,2 CHa-CO-NH. 
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U.V. (D2O) {Ukx\mo&y. 195 nm/ 230 nm 
Roiacion espectfica: -J-31,3* 



Ejempio 2 
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S J.?Q.in 1^ ? S«P""»^^o <^«^ benzalconio en 200 ml de N-metil-2.pirrolidona 

flJT/nf ^? y « ^^j* "^^^l* 3 horas. con agitacion. a temper aUra 

ambiente. Se anaden 16 ml de Tnlon B y se continua la agitacion durant*^ 2 horai mas Vpr^wdc^mo 
en el Ejemplo 1 y se obfenen 5,57 g de un solido bianco (rendimiento del 68%) cuyas carVcK^^^^^ 

H P.L.C. (Mismas condiciones que en el Ejemplo 1) 
Mw = 4012 
Pd = 1,24 
% > 7500 = 7,0 
« % < 1500 - 1,0 

Anii^Xa: 119 sobre base anhidra. 
APTT, 24,3 sobre base anhidra. 

50 L06 mctodos utilizadoB para la determinacion de las actividades son identicos a loe dcscritos en #1 
Ejemplo 3 

55 

d!,^Su 1 kr,™ ?! ''°'?*°f""f° ■*? e'l'o y « <feja la mocla con agitacion a temp«atuta ambient. 
l?Ur ""r" T'^-'do'o fcntamente y con agitiion «,bre 980 mJ 

so fiUr. V ff^Snn^W «1 -obrenadante y el residuo paaloeo se a«ita con 300 ml de eter etilico. Se 

Se filtJa » «1« ^„ «?..n '"^ 300 ml de iter etfli,^ 

se Ultra y se seca en estufa de vacio a 40»C durante « boras. Se obtienen 19 J g de un sdUdo bianco 
cuya. caractensfcas espectroscopicas confirms, que se trata de un anhfdrido nUxto » f«ma de .11^^^ 
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benialconio. El reDdimicnto es del 99%. 

Las carac.teristicas del producto son laa siguientes: 



IR (film evaporado de CHCk) 
Entre 3800 y 3000 cm" 7 Tcnsioncs O-H y N-H. 
3070 cro'V Tensioncs C-H aromaticas. 
Entre 2980 i 2870 cm-*/ Tensioncs C-H aUfaticas. 
1790 y 1760 cm"* (Banda ancha)/ Tensioncs CO en anhidndo mucto. 
1640 cm-i (Banda ancha)/ Tension CO en COO-Bz+ y carbonato. 
1500 cm-V Tension C=C aromatica. 

1250 cm" V Tensioncs C-O. u *-* 

760 y 690 cm'V Flexiones C^H fuera del piano en an.llo aromatico monosubst.tuid 

^H-RMN (N,N'dimeUfoTmida)(500 MHz). 

Entre 6 = 7,50 y 6 = 7.00 ppm / serial compleja/ protons aromaticos. 
Entre 6 = 5.60 y 6 = 5.18 ppm/ seiial compleja/ H-1 de GlcN. 
Entre 6 = 5,21 y 6 = 5,18 ppm/ scflal compleja/ H-1 de IdoA 
6 = 4,30 ppm/ q. / CHj-O- 
6 = 2.10 ppm/ 8- / CH3-CO-NH- 
6 = 1,60 ppm/ t. / CH3-CH2-O- 
i^C-RMl^ (N,N'dimeUlformamida)(500 MHz) 
6 = 174 ppm/ C6 de unidades de uronico. 
Entre 5 = 125 y 6 = 1 10 ppm / Carbonos de anillo aromatico. 
6 = 99,6-97 / C-l de IdoA y GlcN , 
Entre 6 = 70,5 y 6 = 68,5 ppm/ C-6 de GlcN. 
^ Entre i = 59 y 6 = 57 ppm/ C-2 de GlcN. 
6 = 65 ppm / CH2-O- 
6 = 30 ppm/ CH3-CH2- 
6 = 22 ppm/ CH3-CO- 

UV (CHjCN) (Maximos): 260 nm/195 nm 
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Ejemplo 4 



espectroscopicas confirman que 
nuienlo es del 98,5%. 

45 

Las caracteristicas del citado producto son las siguientes: 

IR (film evaporado de CHCk) 
50 Entre 3800 y 3000 cm' V Tensioncs O-H y N-H. 
3070 cm- 7 Tensioncs C-H aromaticas. 
Entre 2980 i 2870 cm" 7 Tensioncs C-H alifaticas. 

1790 y 1760 cm" » (Banda ancha)/ Tensioncs CO en anhidndo mixto y ester 
(esta ultima se encuentra englobada en la de 1760 cm" ). 
1640 cm-7 Tension CO en COO-Bz+. 
1500 cm-7 Tension C=C aromatica. 
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j6fyT9o'cm^*'7 ^^^^ fuera del piano en anillo aromatico monosubstituido. 
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^B-RMN (N,N-iimcUfoTmam\da)(500 MBz). 

Entw 6 = 7.50 y 6 = 7.00 ppm / senal compleja/ protones aromaticoe. 
Entrc 6 = 5,60 y = 5,20 ppm/ aenal compleja/ H-1 de GlcN y IdoA 
6 = 2.10 ppm/ 8. / CHf-CO-NHtf = 2,00 ppm/ senal ancha. / CH»-CO-0- 
de anhi'drido mixto y ester. 

^^C-RMN (N,N-dimeoUtformamidaX300 MHz). 
6 = 175 ppm/ C6 dc unidades de urdnico. 
Entre = 125 y 6 = UO ppm / Carbonos de anillo aromatico 
Entre 6 = 99,5 y 97 / C-1 de IdoA y GlcN 
Entre 6 = 70,5 y 6 = 68,5 ppm/ C-6 de GlcN. 
Entrc 5 = 59 y 5 = 58 ppm/ C-2 de GlcN. 
6 = 22.0 ppm / CH3-CO. 
6 - 20,1 ppm (ligeramentc ancha]/ CH3-CO-O- 

UV (CHzCN) (Maximoa): 260 nm / 195 nm 
Ejempio 5 

• ^,.P5«P*'» disolucion de 20 g del anhidrido mixto obtenido en el ejempio 3 en 200 ml N rr,.*;Lo 

^.P.£.C.(Mismas condiciones que en el ejempio 1) 

Mw = 4054 

Pd = 1,24 

% > 7500 : 7,0 

% > 1500 : 1,0 

AnU-Xa: 115 sobre base anhidra. 
APTT : 24.8 sobre base anhidra. 

Los datosespectroscopicos (IR, >H-RMN, ^^CKM^^ UV) coinciden con Ics descritos en el ejempio 1. 
Ejempio 6 

H,P.L.C. (Mismas condiciones que en el ejempio 11 
Mw = 4080 



Pd = 1,24 

% > 7500 : 7,2 

% > 1500 ; 0,8 

AnU-Xa: 122 sobre base anhidra. 
APTT: 24,7 sobre base anhidra 

5S 



Ue date «p«tro«6p,co. (IR. ■ H-RMN, "C-RAIN, UV) coincide,, con lo. d«crita. en el ejempio 1. 

Ejempio 7 

» .diS:;^:i?dTXT.ti:^^n:;s'^^ 



son: 
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S.P LC. (Mismas condiciones que en el ejemplo 1) 
Mw = 4007 
Pd = 1.23 
5 % > 7500 = 7,1 
% < 1500 = 0,9 

El co-uunto d. datce «.p«tro«6picc. d. la mu«Ua (IR. 'H-RMN, "CRMN, UV) coincide en ™ 
tot&Udad con lo8 prescntadoe en el ejemplo 1. 

10 

Ejemplo 8 

15 

H.P.L.C. (Mismas condiciones que en el ejemplo 1) 
Mw = 4021 
Pd = 1.23 
20 % > 7500 = 7,2 
% < 1500 = 0.9 

J I tm 1 H-RMN i*C-RMN, UV) coincide en su 

El conjunto de datos espectroscopicos de la muestra (IR, H kmin, <^n.m , ; 

totalidad con Joe presentados en el ejemplo 1. 

25 

Ejemplo 9 

A continuacion se anaden 1200 *il de ^ " ^^^^ u agitacion durante 2 hora. ma.. 

" rS-corrre!- zfJ^^fry l tJ:^^^^ I Mldo ..anco* (re„din,i.n. del 39%, c.ya. 

caracteristicas son : 

H.P.L.C. 
Mw = 2462 
Pd = 1,20 
% > 7500 = 4,7 
%< 1500 = 1,5 
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REIVINDICACIONES 

1. Procedimiento de preparacion de fracciones de olieosacaridce derivados de h^n«,in- ^ * • j 

porque se realiza la aiguiente sccuencia de pasos: «^"^a<» aenvados de heparina caracterixado 

5 

a) en una sal de heparina se suUtituyen parcialmente sus grupos carboxilato R - COO- n<^P 
anhidrido mixto del tipo R-CO-O-CO-R'. donde R' es un ftIn,.ilo r n 2* 

alquilo C-C. obtenieSdcse as.' un deriv^do Tntern«^^ - - ^^^^ con = 

2. Prc^dimicnto segun la reivindicacion 1, donde el derivado intermedio de heoarina H*.I »n..* a 
(a) se obticne mediante reacc on con un cloruro de acido R' CO ri ™, ac neparina del apartado 
R"0-CO-Cl, donde R' y R** son alquilos C °c" cloroformiato de alquilo 

3. Procedimiento segiin las reivindicaciones 1 6 2. donde el derivadn intArr«-Ju j u 
«om.tiend«e "in situ" a la re^cion del pa«> (b) dH. ^tiiSfin " * " 

4. Procedimiento segun cuaiquiera de las reivindicaciones 1 i Ar^^^A^ i« j i. 
« de tipo mixto. d« amonio cuaternario (.upueit^e™ ido a'gru,^^ '„^tof ^TZ^ l^r**' 
(aupueatamente unido a las grupos carboxilato). * «ullato) y de metal alcalmo 

30 lamonio""''™""'" «ivindicaci6„ 4. donde el amonio cuaternario e, benzalconio o tetrabuti- 
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